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RESUMEN

Existe una gran cantidad de personas hospitalizadas, cuya patologia se
relaciona con lesiones y/o pérdidas Oseas, razon por la cual se han
disefiado implantes hechos de materiales naturales y sintéticos para
reparar dichas lesiones. Estos materiales, ademas de ser biocompatibles
y no provocar citotoxicidad ni genotoxicidad, deben tener la capacidad
de promover la migracion, adhesién y proliferacion de células de linaje
osteoblastico para procurar el mantenimiento y remodelacién o&sea
(osteoconduccion), ademdas de poseer la capacidad de promover la
diferenciacion de células troncales a células de linaje osteoblastico
favoreciendo la formacién de hueso nuevo (osteoinduccidn). El objetivo
de este estudio fue aislar células troncales mesenquimales humanas
(CTMh) de membrana amnidtica de placenta, y determinar el potencial
osteoconductor y osteoinductor de andamios sintéticos compuestos por

poliuretanos (PU) y compuestos osteoinductivos (I0s).

Se realiz6 el aislamiento enzimatico de las CTMh, asi como la evaluacién
de su potencial de diferenciacién, clonogenicidad e inmunofenotipifi-
cacion. Asi mismo, se realizaron los ensayos de proliferacion por
métodos colorimétricos, adhesidon celular por microscopia electrénica de
barrido, y potencial osteogénico por deteccidon de genes en PCR, para los
cultivos control (sin andamios) y experimentales (con andamios). Se

Vi



logré aislar correctamente las CTMh. También se demostré que los
andamios promovieron la proliferacion celular en comparacién con el
control negativo (sin andamio) y uno de los andamios promovid la
adhesion celular a su superficie, mientras que no se detectd la
activacidon de genes clave en la diferenciacion osteoblastica, por lo que
se concluye que los andamios hechos a base de poliuretanos participan
en el proceso de reparacion 6sea a través del mecanismo de

osteoconduccion.
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La reparacion de lesiones vy/o pérdidas &seas provocadas por
traumatismos, tumores o deformidades congénitas sigue siendo un
desafio para los cirujanos. Tan sélo en los Estados Unidos de América
las lesiones d6seas afectan a siete millones de personas cada afo, lo que

representa un problema de salud importante [1].

Debido a esto se han disefado y empleado materiales de origen natural
o sintético para la reparacion de lesiones d&seas, denominados
biomateriales. Los biomateriales son aquellos materiales utilizados para
evaluar, tratar, corregir o reemplazar cualquier tejido, érgano o funcién
del cuerpo humano [2]. Ademas de mantener el buen funcionamiento
del cuerpo humano, los biomateriales deben ser biocompatibles y no
provocar citotoxicidad ni genotoxicidad. En el caso de las lesiones éseas,
los materiales deben ser capaces de promover la migracién, adhesion y
proliferacion de células osteoblasticas para procurar el mantenimiento y
remodelacion ésea (osteoconduccion), ademas de poseer la capacidad
de promover la diferenciacion de células troncales a células de linaje
osteoblastico  favoreciendo la formacion de hueso nuevo

(osteoinduccion).

Por esto, es importante desarrollar biomateriales con propiedades

osteoconductoras y osteoinductoras que imiten la anatomia y fisiologia



del hueso para contribuir a mejorar y restablecer la funcion del tejido

dafiado.

Los poliuretanos (PU) representan una prometedora clase de polimeros
para la reconstruccién del tejido éseo debido a su amplio rango de
propiedades mecdanicas, degradacidon controlada y biotolerancia [3,4]. En
este sentido, resulta indispensable la evaluacion bioldgica de estos
polimeros en aras de proyectarlos como una opcion terapéutica en la

reparacion osea guiada.

1.1. OBJETIVOS

1.1.1. General

Aislar células troncales mesenquimales humanas (CTMh) y caracterizar
las propiedades bioldgicas de andamios a base de PU disefiados para la

reparacion 6sea en un sistema in vitro.

1.1.2. Especificos

-Aislar células troncales mesenquimales humanas de membrana

amniotica de placenta.



-Determinar el potencial osteoconductor y osteoinductor de andamios

sintéticos a base de PU.

1.2. HIPOTESIS

-Se lograra aislar CTMh de membrana amniética de placenta humana.

-Los andamios sintéticos a base de PU y compuestos osteoinductores
promoveran de manera eficiente la osteoconduccién y osteoinduccién en

CTMh.






2.1. EL HUESO

El esqueleto humano adulto tiene un total de 213 huesos. A lo largo de
la vida cada hueso se somete constantemente al modelamiento para
adaptarse a las fuerzas biomecanicas cambiantes, asi como a la
remodelaciéon para eliminar hueso viejo y con microlesiones, vy
reemplazarlo con hueso nuevo, mecanicamente mas fuerte que ayude a
preservar la resistencia 6sea [5].

El esqueleto exhibe una gran variedad de funciones. Los huesos del
esqueleto proporcionan soporte estructural para el resto del cuerpo,
permiten el movimiento y la locomociéon proporcionando palancas para
los musculos, protegen los érganos internos vitales y proporcionan el
mantenimiento de la homeostasis mineral, asi como el equilibrio acido-
base, también sirven como un depdsito de factores de crecimiento y
citocinas, y proporcionan el entorno para la hematopoyesis dentro de los

espacios medulares [6].

Los huesos largos se componen de un eje hueco, o diafisis; una
metafisis acampanada y en forma de cono por debajo de las placas de
crecimiento; y una epifisis redondeada por encima de las placas de
crecimiento. La diafisis estd compuesta principalmente de hueso cortical

denso, mientras que la metafisis y epifisis estan compuestas de hueso



en red trabecular rodeado por una cubierta relativamente delgada de

hueso cortical denso (Figura 1).

Epifisis

Cartilago de
crecimiento
Metafisis

Diafisis
(eje del
hueso)

~T——Hueso cortical

Hueso Esponjoso

Figura 1. Composicion de los huesos largos. Se pueden apreciar las

partes del hueso y la presencia de hueso esponjoso y hueso cortical.

El esqueleto humano adulto se compone de 80% de hueso cortical y
20% de hueso trabecular [7]. Los huesos presentan una distribucién
heterogénea en cuanto a la proporcién y presencia de hueso cortical y

trabecular.

El hueso se compone de 50 a 70% de minerales, de 20 a 40% de la
matriz organica, de 5 a 10% de agua, y <3% de lipidos. El contenido

mineral del hueso es principalmente hidroxiapatita no estequiométrica



[Caio (PO4)s (OH)2], con pequenas cantidades de carbonato, magnesio y

fosfato acido [5].

Los minerales del hueso proporcionan rigidez mecanica y fuerza de
soporte, mientras que la matriz organica proporciona elasticidad vy

flexibilidad.

2.1.1. Células del hueso

2.1.1.1. Osteoblastos

Los osteoblastos producen y secretan las proteinas que constituyen la
matriz 6sea [8]. La matriz se mineraliza posteriormente bajo el control
de las mismas células. Un producto principal del osteoblasto que forma
hueso es la colagena tipo I, ademas de otras proteinas que se
incorporan en la matriz ésea, incluyendo osteocalcina y osteonectina.
Otras proteinas derivadas de osteoblastos incluyen glicosaminoglicanos,
proteinas menores tales como osteopontina, sialoproteina 6ésea,
fibronectina, vitronectina y trombospondina que sirven como factores de
unidon que interactian con integrinas. Ademas de ser las células que
producen la matriz osteoide, los osteoblastos son esenciales para su

mineralizacidn, por el proceso de deposicidon de hidroxiapatita [9, 10].



2.1.1.2. Osteocitos

Los osteocitos se caracterizan por su forma de estrella [11, 12] y son el
tipo celular mas abundante en el hueso. Se espacian regularmente a lo
largo de la matriz mineralizada y se comunican entre si y con las células
en la superficie dsea a través de multiples extensiones de su membrana
plasmatica que corren a lo largo del canaliculo. Como consecuencia son
capaces de detectar la necesidad de aumento o reduccién ésea durante
la adaptacion funcional del esqueleto y la necesidad de reparacién de

microlesiones.

2.1.1.3. Células de revestimiento

La superficie del hueso que no se somete a remodelacién estad cubierta
por una capa de 1-2 mm de matriz de coldgena no mineralizada en la
parte superior, de la cual hay una capa de células planas y alargadas.
Estas células se llaman células de revestimiento y son descendientes de

los osteoblastos [13].

2.1.1.4. Osteoclastos

Los osteoclastos son generalmente células multinucleadas grandes (50-

100 pm de didmetro) con abundantes mitocondrias, numerosos



lisosomas y ribosomas libres. Su caracteristica morfolégica mas notable
es el borde ondulado, un sistema complejo de proyecciones en forma de
dedos de la membrana, cuya funcién es mediar la reabsorcién de la

matriz ésea calcificada [14].

2.1.2. Reparacion 6sea

La reparacidn de fracturas por produccion de callos se produce en cuatro
fases (Figura 2) [15-19, 22]. Tras la lesidon del sistema musculo-
esquelético, la disrupcién de los vasos sanguineos conduce a la
activacion de la cascada de la coagulacion y a la formacién de un
hematoma, que delimita el area de la fractura (Figura 2a). Las células
inflamatorias, los fibroblastos y las células troncales se reclutan en el
sitio y se forman nuevos vasos sanguineos a partir de los preexistentes
(angiogénesis). La respuesta inflamatoria se asocia con dolor, calor,
hinchazén, y la liberacion de varios factores de crecimiento y citocinas
que tienen un papel importante en la reparacién [15, 17, 19-21].
Inicialmente, el tejido de granulacidon se forma en los extremos de los
huesos, siendo gradualmente reemplazado por fibrocartilago. Mientras
tanto, el periostio sufre formacion &ésea directa (osificacidon
intramembranosa) para crear un callo externo (Figura 2b).
Posteriormente, el callo interno se mineraliza con hidroxiapatita, para
formar un callo de hueso compacto (Figura 2c). En la fase final de la

10



remodelacién oOsea, el callo es reemplazado por hueso laminar
secundario; el tamafio del callo se reduce al de hueso preexistente en el

sitio de dafo, y el suministro vascular vuelve a un estado fisioldgico

(Figura 2d).
(a) (b) (c) (d)
Callo
Hematoma externo Callo
( / bseo
’ Callo

- Periostio Vasos interno

sanguineos

nuevos
Figura 2. Etapas de reparacion de fractura. (a) Formacién de
hematoma. (b) Formacion de callo suave. (c¢) Formacién da callo duro.

(d) Remodelacion del hueso.

2.2. CELULAS TRONCALES MESENQUIMALES

Las células troncales tienen dos caracteristicas: la capacidad de
diferenciarse hacia diversos linajes celulares y la capacidad de auto-
renovacion [23]. Se han descrito dos tipos principales de células
troncales, las células troncales embrionarias (CTE) y las células

troncales adultas (CTA).

Dentro del linaje de las células troncales adultas, se encuentran las
células troncales mesenquimales (CTM), son células estromales que

poseen la capacidad de auto-renovacién y también muestran una

11



diferenciacién multilinaje [24, 25]. Estas se pueden aislar de una amplia
variedad de tejidos, tales como el cordon umbilical, polipos
endometriales, flujo menstrual, médula dsea, tejido adiposo, entre otros
[26, 27]. Esto se debe a la facilidad de su obtencién y a la cantidad
obtenida, lo que ha promovido que estas fuentes se proyecten como las
mas practicas para aplicaciones experimentales y posibles aplicaciones

clinicas.

Las CTM pueden diferenciarse en varios linajes del mesodermo,
ectodermo y endodermo, tales como osteoblastos, adipocitos,
condrocitos, miocitos, neuronas, células de los islotes y hepatocitos en
condiciones especificas in vitro [28, 29]. La diferenciacion también esta
regulada por los acontecimientos genéticos, que involucran factores de
transcripcion. En este sentido, la diferenciacién a un fenotipo particular
puede ser controlada por genes reguladores que pueden inducir la
diferenciacion de células progenitoras a un linaje especifico [24].
Ademas de los factores de crecimiento y otros quimicos de induccion, un
microambiente disefado con biomateriales, por ejemplo el Nukbone®
[46], también puede proporcionar a las CTM las condiciones de

proliferacion y diferenciacién apropiadas [30, 31].

12



2.2.1. Inductores y genes para la diferenciacion de las CTM

En la diferenciacion osteogénica una mezcla de dexametasona, B-
glicerolfosfato, y acido ascérbico ha sido ampliamente utilizada para la
induccion osteoblastica, lo cual se demuestra por la acumulacién de
calcio y la actividad incrementada de la enzima fosfatasa alcalina [32].
Por otro lado, en la diferenciacion adipogénica se utilizan para la
induccidon dexametasona, isobutilo-metilxantina e indometacina, lo que
induce la formacion de gotitas de lipidos que se observan con una
tincidn de rojo oleoso en las células [33, 34]. En la diferenciacion
condrogénica estan involucrados los factores de crecimiento
transformante B 1y B 2 (TGF-B2 y TGF-B1) [35]. Adicionalmente el gen
de factor de union del nucleo alfa 1 (CBFA-1) juega un papel esencial en
la osteogénesis, por lo que se ha denominado el gen maestro de la

osteogénesis [36, 37].

2.3. ANDAMIOS A BASE DE POLIURETANOS PARA LA

REPARACION

El objetivo de la ingenieria tisular es ensamblar construcciones que
proporcionen sefiales mecanicas, celulares y moleculares para restaurar,
mantener o mejorar los tejidos u érganos dafados. En respuesta a esta

demanda de tejidos, la ciencia aporta los andamios o scaffolds a base de

13



diversos materiales que biomimeticen el tejido receptor. En este sentido,
los poliuretanos (PU) se introdujeron como andamios potenciales para la
reparacion del hueso y el cartilago a finales de los afios 90's. Desde
entonces los PU se aplicaron como cementos 0seos, rellenos inyectables,
sistemas de suministro de farmacos, materiales de memoria de forma,
entre otros [38, 39]. Las propiedades deseables de los PU se pueden
adaptar cambiando la composicién quimica, la proporcién de materias
primas, parametros de sintesis o la tecnologia empleada para su disefio
y fabricacion. Por lo tanto los PU se pueden obtener como estables o
biodegradables, hidréfobos o hidrofilos, termoplasticos o termoendure-
cibles, que conducen a una gama muy amplia de productos como

espumas, revestimientos, fibras o peliculas [40, 41].

0 i 9
[
-O—C—NH-  -NH—C—NH- —C—NH-
uretano urea amida

Figura 3. Grupos uretano, urea y amida. Estos grupos forman los
eslabones de las cadenas poliméricas, y son formadas a partir de

isocianatos y grupos nucleofilicos.

Los PU son no toxicos, biocompatibles, biodegradables y calcifican in

vivo [41-44]. También se ha demostrado su participacion en la

14



induccion de la adhesién celular y la proliferacion de osteoblastos

humanos entre otros tipos de células [42].

Se han sintetizado PU utilizando compuestos osteogénicos tales como
acido ascorbico, L-glutamina, B-glicerolfosfato y dexametasona como
extensores de cadena. Esos PU tienen un potencial significativo para el
uso en la regeneracion del tejido 6seo debido a sus propiedades
mecanicas variables y alta biotolerancia. Se ha determinado que
permiten la adhesion y proliferacion de CTMh, ademas de una elevada
expresion de fosfatasa alcalina y un alto potencial de mineralizacién, por
lo que son un material muy prometedor que se han distinguido para la
investigacién adicional con los estudios in vivo y otros mecanismos de la

caracterizacion para la regeneracion del tejido del hueso [45].

En este trabajo se emplearon cuatro andamios a base de PU, en cuyo
proceso de sintesis se les adicionaron compuestos osteoinductivos a tres
de ellos bajo diversas condiciones fisicas, siendo el andamio 1 sdlo de
PU, el andamio 2 PU vy pB-glicerolfosfato, el andamio 3 PU vy
dexametasona, y el andamio 4 PU y acido ascérbico. Estos andamios
estan en vias de patentarse, por lo que su proceso de sintesis se omite

en este trabajo de tesis.
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3.1 OBTENCION DE CTMh

3.1.1. Aislamiento de CTMh de membrana amniodtica de placenta

Se obtuvieron placentas humanas de nacimientos por cesarea donadas

por las pacientes, previo consentimiento informado (ANEXO).

Figura 4. Placenta humana obtenida por cesarea. La cara fetal de
la placenta tiene adherida parte de la membrana amnidtica que contiene
a las CTMh. En el centro se observa el cordén umbilical (blanco) el cual

sirve de referencia para cortar la membrana amnidtica periumbilical.

Con una mano se sostuvo el cordon umbilical y con la otra mano se
separé la membrana amnidtica de la cara fetal de la placenta, en un
area con radio aproximado de 5 cm del cordédn umbilical. En algunos

casos donde también se extrajo el corion éste se separé manualmente
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de la membrana amniética distinguiendo al corion como una membrana
mas gruesa y opaca que la membrana amnidtica como lo reportd

previamente Rodriguez- Fuentes y colaboradores [46].

Una vez aislada la membrana amniédtica, se lavé con amortiguador de
fosfato salino (PBS) 1x (Merck®) y pinza simple hasta eliminar todos los
residuos y restos de sangre. Posteriormente se corté la membrana
amnidtica en pequenos fragmentos con el bisturi para mejorar el

tratamiento enzimatico al aumentar la superficie de contacto.

Se incubaron los fragmentos de membrana amnidtica con tripsina:EDTA
al 0.25% (Thermo Fisher Scientific®), a una temperatura de 37°C en
atmosfera de CO, al 5% en un tubo cénico de 50 mL durante 30
minutos, agitando el tubo cada 10 minutos. Después se retird el tubo de
la incubadora y se filtr6 el contenido con tela organza estéril
descartando la solucidn de tripsina filtrada y recuperando los fragmentos
solidos retenidos en la organza en un tubo nuevo, los cuales
corresponden a la matriz extracelular de la membrana amnidtica en

cuyo interior aun se encuentran las CTMh.
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Figura 5. Digestion enzimatica con tripsina:EDTA. Tubo cdénico que
contiene los fragmentos de membrana amnidtica en proceso de

digestidon enzimatica con tripsina:EDTA al 0.25%.

Al nuevo tubo con los fragmentos soélidos se le agregd solucién de
colagenasa II (Thermo Fisher Scientific®) al 0.01% en medio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) alta glucosa sin suero (Thermo Fisher
Scientific®) y se incubd durante 2 horas a una temperatura de 37°C en
atmosfera de CO, al 5%, agitando el tubo cada 30 minutos. Después de
la digestion con colagenasa II se sacé el tubo de la incubadora y se filtrd
nuevamente el contenido conservando ahora el liquido, que contiene a
la suspension celular, y lavando con PBS los residuos que quedaron en

la tela organza.
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Para lavar la suspension celular obtenida, se adiciond al tubo PBS hasta
completar 50 mL y se centrifugd a 174 x g durante 10 minutos, se
decanté el sobrenadante quedando sélo el botdn celular. Para el conteo
celular se adicionaron 5 mL de DMEM con suero fetal bovino (SFB)
(Thermo Fisher Scientific®) y se resuspendié el botdon celular. Se
tomaron 10 pL de la suspensiéon celular y se mezclaron con 10 uL de
azul tripano (Merck®), el volumen se colocd en cadmara de Neubauer. Se
contaron las células vivas (las que excluyeron el colorante) que se
encontraban en los cuatro cuadrantes de las esquinas (cuyo volumen de
cada uno es de 0.0001 mL) y se realizé el calculo de la concentracién

celular de la siguiente manera:

Células

1
= total de células contadas en los cuatro cuadrantes ( (4 % 0.0001 mL))

mililitro
Se realizd la expansion celular preparando una suspension celular de
aproximadamente 4x10* células/mL en DMEM con SFB y se colocaron 5
mL de esta suspensidon en frascos de cultivo celular T-75. Se incubaron
los frascos a una temperatura de 37°C en atmodsfera de CO, al 5%
durante 24 horas, después de las cuales se eliminaron las células no
adherentes mediante lavado con PBS y cambio de medio de cultivo. Se
realiz6 cambio de medio de cultivo cada 3 dias hasta obtener una

confluencia celular del 90%.
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Figura 6. CTMh al dia 3 de cultivo celular. Células adherentes vistas

en el microscopio éptico a 40x. Se observan las células translicidas vy
alargadas (forma fibroblastoide), indicando su adherencia al fondo del

frasco.

Para los pases celulares los frascos se cultivaron hasta una confluencia
de 90%, después se retiré6 el medio de cultivo y se les adiciond
tripsina:EDTA al 0.25% hasta cubrir la superficie de crecimiento celular,
se incubé a una temperatura de 37°C en atmdédsfera de CO; al 5% por
aproximadamente 15 minutos, durante los cuales se promovio el
desprendimiento celular por medio de pequefos golpes al frasco, y se
observé el progreso de la reaccibn en el microscopio. Una vez
desprendidas las células del frasco se detuvo la reaccion colocando la
suspension celular en tubos cénicos que previamente contenian DMEM
suplementado con SFB y realizando lavados a los frascos para recuperar
las células restantes. Se centrifugaron los tubos a 174 x g durante 10
minutos y se descartd el sobrenadante. El botdn celular se resuspendid

en medio de cultivo y se expandié nuevamente en frascos de cultivo a
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una concentracién aproximada de 4x10* células/mL en DMEM con 10%

de SFB.

Se mantuvo el cultivo hasta el cuarto pase celular para los ensayos

posteriores.

3.1.2. Multipotencia

Para probar el potencial de diferenciacion de las CTMh se prepararon
medios de cultivo inductores de diferentes linajes, los cuales fueron los

siguientes:

Tabla 1. Medios inductores para multipotencia.

Control Osteogénico Adipogénico
DMEM DMEM DMEM DMEM
SFB 10% SFB 10% SFB 10% SFB 10%
antibiotico- antibiotico- antibiotico- antibiotico-
antimicotico 1% antimicotico 1%  antimicotico 1%  antimicotico 1%
B-glicerol Insulina bovina TGF-B 100
fosfato 10 mM 1.6 uM ng/mL
1-metil-3-
Dexametasona . . .
10 nM isobutilxantina
0.5 mM
Acido ascorbico Indometacina
50 pg/mL 50 pg/mL

La tabla presenta los inductores necesarios para la diferenciacion hacia

osteoblastos, adipocitos y condrocitos.
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En una placa de cultivo celular de 24 pozos se colocd un volumen de
500 pL de cada medio por triplicado (sélo se utilizaron 12 pozos) y una
cantidad de 6,000 células obtenidas por tripsinizacién, esta placa se
incubd a una temperatura de 37°C en atmodsfera de CO; al 5% por 21
dias después de los cuales se retiraron los medios de cultivo, se lavaron
los pozos suavemente con PBS 1x dos veces, y se realizd6 una tincidn

especifica para cada caso:

Control

Los pozos se incubaron con 300 pL de metanol por 5 minutos, se retird
el metanol y se secaron al aire por 5 minutos, se tiferon con cristal

violeta por 10 minutos y se lavaron con agua.

Osteogénico

Se incubaron los pozos correspondientes con paraformaldehido (PFA)
4% por 1 hora, se lavaron con PBS 1x, se tifieron con rojo de alizarina al
2% por 5 minutos y se lavaron con agua de la llave por 5 minutos (3
veces), luego se contratifieron con hematoxilina por 10 minutos y se

lavaron con agua de la llave.
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Adipogénico

Se fijaron con PFA por 10 minutos los pozos correspondientes, se
tiferon con rojo oleoso en 60% de isopropanol por 10 minutos, se

lavaron con isopropanol al 60% y se dejaron secar al aire libre.

Condrogénico

Los pozos correspondientes se incubaron con 300 pL de fijador PFA 4%
por 20 minutos, se tifieron con azul alcian por 1 hora 30 minutos, se
lavaron con HCI 0.1 M por 5 minutos y luego con agua de la llave por 5
minutos, se contratifieron con hematoxilina por 10 minutos y se lavaron

con agua de la llave.

3.1.3. Clonogenicidad

Esta prueba se realizé para evaluar la capacidad de las células de formar
colonias. En placas de cultivo de 100 mm de didmetro, se colocaron
células obtenidas por tripsinizacién a diferentes concentraciones: 0, 50 y
100 células/mL (por triplicado). Las placas se incubaron a una
temperatura de 37°C en atmésfera de CO, al 5% por 14 dias,
posteriormente los pozos se tifieron con cristal violeta por 10 minutos y

se lavaron con agua. Se contaron las colonias formadas.
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3.1.4. Citometria de flujo

Este analisis se realizd para cuantificar simultaneamente diversos
parametros morfolégicos (tamafio, granularidad) e inmunofenotipicos
(expresidon especifica de antigenos de superficie) de las células. Las
células recuperadas por tripsinizacién se colocaron en un tubo que
contenia PFA al 4% y se enviaron a analizar a un equipo de citometria
de flujo. Para la inmunofenotipificacion se utilizaron los marcadores
fluorescentes Isotiocianato de Fluoresceina (FITC) para el Cluster de
Diferenciacion 90 (CD90), Ficoeritrina (PE) para CD73, y Ficoeritrina con

Colorante de Cianina (PE-Cy5) para CD105.

3.2. DETERMINACION DEL POTENCIAL OSTEOCONDUCTOR

3.2.1. Proliferacion celular

Se realizd el ensayo de proliferaciéon para probar el efecto de los
andamios Al (PU), A2 (PU + B-glicerolfosfato), A3 (PU +
dexametasona), A4 (PU + acido ascorbico) en la citotoxicidad y en la
activacion celular. Los cuatro andamios se ajustaron al area del fondo de
un pozo de una placa de cultivo celular de 96 pozos, se fijaron al mismo
mediante acrilamida al 4% y se esterilizaron por radiacion UV durante

30 minutos. Las CTMh, recuperadas previamente por tripsinizacion, se
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cultivaron con los andamios en DMEM con AlamarBlue al 10%, que
consiste de una solucion de resazurina, un compuesto permeable a las
células de color azul que se reduce a resorufina (de color rosa) por el
metabolismo celular, funcionando asi como un indicador de viabilidad
celular. Se determind la absorbancia en un lector de placas a una
longitud de onda de 570 nm con referencia a 600 nm a las 0 horas y

cada 24 horas durante los 7 dias de cultivo.

3.2.2. Adhesion celular

Este ensayo se realizd para probar la capacidad de las células para
interactuar y adherirse a la superficie de los andamios. Posterior a la
prueba de proliferacién celular, los andamios se retiraron de las placas
de cultivo y se colocaron en un equipo de pulverizacion idnica de capa
fina, al igual que los controles negativos (andamios que no se cultivaron

con células), para que cubriera las muestras con una capa de oro.

-

Figura 7. Procesamiento de muestras para MEB. Equipo de

pulverizacion idnica de capa fina en proceso (izquierda) y MEB(derecha).
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Después las muestras y los controles se colocaron en un Microscopio
Electrénico de Barrido (MEB) donde se observaron a un voltaje de 15 kV

a diferentes aumentos (de 500X hasta 800X).

3.3. DETERMINACION DEL POTENCIAL OSTEOINDUCTOR

Para evaluar la expresiéon de marcadores de diferenciacién osteoblastica

se realizaron los siguientes experimentos:

3.3.1. Extraccion de acido ribonucleico (RNA)

Para aislar el RNA de las células, una vez finalizado el ensayo de
proliferacion celular, se retird el medio de cultivo de cada pozo y se
adicion¢ trizol, se homogeneizd con ayuda de una micropipeta (succidn-
expulsion) para favorecer la lisis celular, se transfirio el homogeneizado
a un tubo cdnico y se incubd a 25°C durante 5 minutos para permitir la

completa disociacion de los complejos de nucleoproteinas.

Para la separacion se adicionaron 200 uL de cloroformo a las muestras,
se mezclaron vigorosamente y se incubaron por 3 minutos a 25°C, luego
se centrifugaron a 182 x g a una temperatura de 4°C por 15 minutos

después de los cuales las muestras se separaron en cuatro fases.
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Se prosiguid con la precipitacion de las muestras de la siguiente
manera: se recuperé la fase acuosa (fase superior sin color),
aproximadamente 600 WL, y se transfirid a un nuevo tubo, se le adicion6
500 uL de isopropanol y se incubd a 25°C por 10 minutos. Se centrifugd
a 182 xg durante 10 minutos a una temperatura de 4°C y se descartd
cuidadosamente el sobrenadante para evitar aspirar el RNA precipitado

de color transparente.

En el lavado se adicion6 1 mL de etanol al 75% y se mezcldé durante 1
minuto utilizando un vortex. Para hacer la disolucién se centrifugaron las
muestras a 7500 x g por 5 minutos a una temperatura de 4°C, se
descartaron los sobrenadantes y se incubaron los botones de RNA a
25°C evitando que se secaran por completo. Se disolvieron los RNAs en

50 uL de agua desionizada estéril libre de DNAsas y RNAsas.

3.3.1.1. Cuantificacion de RNA

Se cuantificaron todas las muestras en un espectrofotdmetro a una
longitud de onda de 260 nm para obtener su concentracion en

masa/volumen.
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Figura 8 Espectrofotometro de acidos nucleicos. Del lado |qu|erdo
se muestra el equipo y del lado derecho se observa una ventana de

programa en proceso.

3.3.2. Retrotranscripcion

Para obtener el acido desoxirribonucleico complementario (cDNA) del
RNA extraido, se incubaron alicuotas de 5 pL de RNA con 1 pyL de primer
de desoxi-timidina (Oligo dT) 0.5 pg/uL (Thermo Fisher Scientific®), 1
WL de desoxirribonucledtidos trifosfato mix (ANTP) 10mM (Thermo Fisher
Scientific®), y 8 UL de agua, a una temperatura de 65°C por 5 minutos,
posteriormente se les adiciond 2 pL de amortiguador de transcriptasa
reversa (RT buffer) 10x (Thermo Fisher Scientific®), y 2 yL del agente
reductor ditiotreitol (DTT) 0.1M (Thermo Fisher Scientific®), se
incubaron a 42°C por 2 minutos después de los cuales se les adicion6 1
ML de enzima transcriptasa reversa 50 U/uL (Thermo Fisher Scientific®),
y se incubaron a 42°C por 50 minutos y posteriormente a 70°C por 15

minutos.
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Figura 9. Retrotranscripcion de RNA. La imagen muestra el

termociclador empleado para

obtener cDNA.

retrotranscribir el

3.3.3. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

RNA aislado para

Esta reaccion tiene la finalidad de obtener multiples copias de un

segmento génico especifico. Se utilizaron los siguientes primers para el

gen constitutivo gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y para

el marcador osteogénico Factor de Union al Nucleo Alfa 1 (CBFA-1) [47].

Tabla 2. Primers empleados en la PCR.

Primer sentido

Primer antisentido

Tamano de

(5'-3") (5'-3") fragmento (pb)
GAPDH  ATCTTCCAGGAGCGAGATCC  ACCACTGACACGTTGGCAGT 503
CBFA-1  CGACAGCCCCAACTTCCTGTG TGCCTTCTGGGTTCCCGA 556

Se presenta las secuencias de los primers utilizados en la PCR, tanto

para el gen constitutivo GAPDH, como para el gene osteogénico CBFA-1.

(A-adenina, G-guanina, C-citocina, T-timina, pb-pares de bases).
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En un tubo cdnico con tapa se colocaron para cada muestra 14.4 yL de
agua, 2.0 pL de amortiguador de reaccién 10x (Roche®), 0.4 uL de
dNTP mix 10mM (Roche®), 1.0 pL del primer sentido 10uM, 1.0 pL del
primer antisentido 10uM, 0.2 uL de Taq polimerasa 5U/uL (Roche®), y
2.0 yL del cDNA. Los tubos fueron colocados en el termociclador e

incubados bajo las siguientes condiciones:

35 ciclos
(o]
940C 94°C
2 min 30 seg
72°C 72°C
569C / 30 seg 10 min
30 seg

Figura 10. Esquema de las condiciones para la PCR. Se observan
las etapas de la PCR. (Rojo) Desnaturalizacién del DNA de doble cadena,
(Azul) Hibridacion de los primers a la zona especifica de cada una de las
hebras y (Amarillo) Extensidon de los primers por actuaciéon de la DNA

polimerasa.
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Figura 11. Preparacion de termociclador para PCR. Se colocaron
las muestras en el termociclador y se realizé la programacion de las

condiciones para la PCR.

3.3.4. Electroforesis

Este procedimiento fue de utilidad para separar de acuerdo a su peso
molecular los segmentos de acidos nucleicos de las muestras. Las
muestras se cargaron en un gel de agarosa (Promega®) al 2% en
amortiguador tris acetato-EDTA (TAE) al 1X, con 3uL de bromuro de
etidio (Promega®) como revelador, y se corrieron a 80 V por 45
minutos utilizando una escalera de peso molecular HAE III Fragments ®
de 1353, 1078, 872, 603, 310, 281, 271, 234, 194, 118 y 72 pares de

baes (pb).
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Fiura 12. Equipo de electroforesis con muestra en proceso. En la

izquierda esta la fuente de potencial eléctrico y en la derecha se

muestra la cdmara de electroforesis.

r

Figra 13. Proceso para revelar geles de electroforesis. Del lado

izquierdo se observa el gel que se va a revelar y del lado derecho el

equipo fotodocumentador.
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4.1. OBTENCION DE CTMh

4.1.1. Multipotencia

Se observaron las placas al microscopio éptico a un aumento de 40x
(Figura 14). La tincidon con cristal violeta mostré la morfologia celular
siendo el nucleo mas oscuro que el citoplasma. La tincion con rojo de
alizarina reveld los depodsitos de calcio de las células. La tincidn con rojo
oleoso reveld estructuras adiposas de la célula. Por ultimo, la tincién con

azul alcian mostré las mucinas y carbohidratos acidos.

Figura 14. Células tenidas especificamente vistas en microscopio
optico a 40x. (A) Tincion de morfologia celular con cristal violeta. (B)
Tincion de depdsitos de calcio con rojo de alizarina. (C) Tincién de
estructuras adiposas con rojo oleoso. (D) Tincidn de mucinas vy
carbohidratos acidos con azul alcian.
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4.1.2. Clonogenicidad

Se contaron las colonias visibles a simple vista tenidas de color morado
y se obtuvieron un promedio de 0, 31.6 y 59.3 unidades formadoras de
colonia (UFC) para las concentraciones de 0, 50 y 100 células/mL

sembradas respectivamente. (Grafica 1).

80 -
70 1
60—-
50 -

40 -

UFC

30 -
20 -
1] ND
0- : :
0 50 100

Concentracion celular (celulas/mL)

Grafica 1. Clonogenicidad (UFC vs. Concentracion celular). No se
detectaron UFC en la concentracion de 0 cél/mL (ND), en la
concentracion de 50 cél/mL se obtuvo un promedio de 31.6 UFC,
mientras que en la concentracién de 100 cél/mL se obtuvo un promedio

de 59.3 UFC.
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4.1.3. Citometria de flujo

De acuerdo al tamafio y a la granularidad, se tomod la regién R1 como
ventana de estudio (Figura 15-A). En la inmunofenotipificacion se
observa que de un total de 27,129 eventos, 0.14+0.01% fueron
positivos para la co-expresién CD73 y CD90 (regién R3 de la Figura 15-
B), mientras que 0.08+0.01% fueron positivos para la co-expresion de

CD105 y CD90 (regiéon R11 de la Figura 15-C).
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Figura 15. Morfologia e inmunofenotipo de las células. A)
Distribucién celular de acuerdo a su tamafio (FS) vs granularidad (SS),
la regién R1 se tomd como la ventana de estudio B) Co-expresion de
CD73 vs CD90 (regién R3). C) Co-expresion de CD105 y CD90 (region

R11).
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4.2. DETERMINACION DEL POTENCIAL OSTEOCONDUCTOR

4.2.1. Proliferacion

En la Grafica 2 se observa que para todos los casos existe un aumento
de la absorbancia y por lo tanto de la proliferacion a lo largo de los dias
hasta el dia 6, después del cual la absorbancia disminuye. Los andamios
1 (PU) y andamio 4 (PU + acido ascérbico) presenta mayor proliferacion
que el control (sin andamio), el andamio 3 (PU + dexametasona)
presenta una proliferacion muy similar al control, y el andamio 2 (PU +

B-glicerolfosfato) presenta una proliferacién menor.

= A1 (PU)
1.2 - A2 (PU+p glicerolfosfato)

A3 (PU+dexametasona)
1.0 4 A4 (PU+acido ascorbico)
|| == Sin andamio
o 9-84
'©
c
© 0.6 -
2
S
o
2 0.4-
<L [
] T |
0.2 - “ I
| ///
0 0 ' I ' 1 ' 1 1 1 1 1

Tiempo (dias)
Grafica 2. Proliferacion celular (Absorbancia vs. Tiempo). Para

todos los casos se observa un aumento progresivo de la absorbancia
hasta el dia 6, después del cual la absorbancia disminuye.
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4.2.2. Adhesion celular

En la figura 16 se observan al microscopio electréonico de barrido (MEB)
los andamios a los que no se le cultivaron células (control) en el lado
izquierdo, y los andamios después del ensayo de proliferaciéon
(experimental) en el lado derecho después de siete dias de cultivo;
estas observaciones se realizaron a 15 kV y a diferentes aumentos. No
se observan células en los andamios control mientras que en los
andamios experimentales se aprecia un desgaste por el medio liquido en
el que estuvieron en contacto, sin embargo, s6lo se observa una célula

en el centro de la imagen del andamio 4 (PU + &cido ascdrbico).
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Figura 6 icaflas elécirénlcas de los andamios a base de
PU. Micrografia de los andamios control (izquierda) y los andamios
experimentales (derecha) a 15 kV y diferentes aumentos. Al (PU), A2
(PU + B-glicerolfosfato), A3 (PU + dexametasona), A4 (PU + acido
ascorbico). Se observa una célula en el centro de la imagen del A4

experimental.
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4.3. DETERMINACION DEL POTENCIAL OSTEOINDUCTOR

En la figura 17 se observa el gel de la PCR de las muestras amplificadas
con los primers para el gen constitutivo GAPDH, se observa en todos los
andamios una banda (503 pb), lo que significa que las células cultivadas

con los diferentes andamios expresan ese gen.

1353 pb
1078 pb

872 pb

603 pb

310

271, 389 8B
234 pb
194 pb

118 pb
72 pb

Figura 17. Eletroforesis reveladora de PCR de GAPDH. Efecto de
los Andamios de PU sobre la expresion del gene constitutivo GAPDH.
Al (PU), A2 (PU + B-glicerolfosfato), A3 (PU + dexametasona) y A4 (PU

+ acido ascérbico).
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En la figura 18 se presenta el gel de la PCR de las muestras amplificadas
con los primers para el marcador osteogénico CBFA-1 (556 pb), no se
logra apreciar ninguna banda en las muestras cultivadas con los

diferentes andamios.

1353 nb
1078 nb

872 vb

603 pb

310 ob
271. 281 b
234 b

194 ob

118 nb
72 b

Figura 18. Electroforesis reveladora de la PCR para el marcador
osteogénico CBFA-1. Efecto de los Andamios a base de PU sobre la
expresion de CBFA-1. A1 (PU), A2 (PU + B-glicerolfosfato), A3 (PU +

dexametasona) y A4 (PU + acido ascorbico).
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5.1. OBTENCION DE CTMh

5.1.1. Multipotencia

El ensayo de multipotencia (Figura 14) reveld que las células troncales
mesenquimales humanas desarrollan estructuras de los linajes
osteogénico, adipogénico y condrogénico segun el medio con el que se
cultivaron. Estos resultados indican que las células troncales obtenidas
conservan la capacidad de multipotencia hacia los tres linajes celulares

establecidos por la Sociedad Internacional de Terapia Celular [48].

5.1.2. Clonogenicidad

Los resultados de la prueba de clonogenicidad (Grafica 1) revela que a
mayor densidad de células sembradas, mayor cantidad de UFCs. El
resultado positivo para este ensayo, indica que las células obtenidas en
este trabajo, preservan su capacidad de autorrenovacion, lo cual es una

caracteristica intrinseca de las células troncales.

5.1.3. Citometria de Flujo

Las células troncales obtenidas resultaron positivas para CD105, CD90 y

CD73 (Figura 15), sin embargo, el porcentaje de positividad para estos
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marcadores fue baja, representado por menos de 0.2% de la poblacién
total analizada (30,000 células). Este resultado puede deberse a que las
células empleadas en el ensayo de citometria se recolectaron dentro del
proceso de depuracion celular, en el cual, la poblacién de CTMh no ha
sido enriquecido, dado que coexisten con fibroblastos y precursores
hematopoyepéticos, asi como precursores osteoblasticos, los cuales
corresponden a linajes celulares tipicos del nicho en el cual las CTMh se
encuentran inmersas de manera fisioldgica. Adicionalmente, se ha
reportado que la presencia de ciertos marcadores mesenquimales debe
coordinarse con la ausencia de marcadores hematopoyéticos, por lo cual
se proyecta realizar estudios una vez concluido el proceso de depuracién

del cultivo e incrementar la concentracion celular.

Del mismo modo, es importante mencionar que la baja positividad a los
marcadores mesenquimales, no limita la confirmacion de que las células
empleadas en este proyecto tengan el fenotipo mesenquimal, en virtud
de que las células obtenidas fueron positivas para los ensayos de
clonogenicidad y de multipotencia como lo establece la Sociedad
Internacional de Terapia Celular [48], asi como a la capacidad de

adherencia al plastico y la morfologia fibroblastoide.
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5.2. DETERMINACION DEL POTENCIAL OSTEOCONDUCTOR

5.2.1. Proliferacion celular

Los cuatro andamios promovieron la proliferacidén celular exhibiendo una
tendencia sigmoidea (Grafica 2), siendo los andamios 1 (PU) y 4 (PU +
acido ascorbico) los que promovieron una mayor proliferacidon celular en
comparacion con los andamios 2 (PU + B-glicerolfosfato) y 3 (PU +
dexametasona) y con el control. Esto indica que ninguno de los
andamios es citotéxico y ademas promueven un mayor crecimiento en
las células. El andamio 1 promueve mayor proliferacion que el andamio
4, lo que indica que el PU por si sd6lo promueve mayor proliferacion que

con los compuestos osteoinductores.

5.2.2. Adhesion celular

No se observan células en los andamios control, mientras que en los
andamios que se cultivaron con las células se observa un desgaste
probablemente debido al contacto con el medio de cultivo. También
logra observarse una célula en el centro de la imagen del andamio 4 (PU
+ Qacido ascorbico) (Figura 16), mostrando que el acido ascérbico

promueve mejor adhesiéon que los otros compuestos osteoinductores.
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Adicionalmente se pretende cultivar mayor numero de células en los

andamios para evidenciar por MEB su adherencia a los materiales.

5.3. DETERMINACION DEL POTENCIAL OSTEOINDUCTOR

5.3.1. Expresion de marcadores osteogénicos

Los resultados de la PCR muestran que las células expresaron el gen
constitutivo GAPDH pero no el gen osteoblastico CBFA-1, lo que indica
que no se diferenciaron al linaje osteoblastico (Figuras 17 Y 18). Esto
puede deberse a que los compuestos osteoinductores (B-glicerolfosfato,
dexametasona, y acido ascoérbico) adicionados a los andamios hechos a
base de PU no lograron interaccionar adecuadamente con las células
impidiendo su diferenciacion osteoblastica. Por tal motivo, Ia
participacion de estos andamios en la reparacién 6sea probablemente
sea a través del proceso de osteoconduccidon y no de osteoinduccién, lo
cual debe ser corroborado con estudios que incluyan tiempos mayores
de cultivo de los andamios con las células y determinaciéon de moléculas

de adhesion focal e integrinas.
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6.1. OBTENCION DE CTMh

Se obtuvieron CTMh de membrana amnidtica de placenta humana las
cuales poseen la capacidad para diferenciarse en diferentes linajes y la
capacidad de formar clonas a partir de una concentracién celular,
ademads de que expresan marcadores celulares especificos en menor

proporcion.

6.2. DETERMINACION DEL POTENCIAL OSTEOCONDUCTOR

Los andamios sintéticos hechos a base de poliuretanos (PU) resultaron
ser atoxicos, siendo los andamios 1 (PU) y 4 (PU + acido ascorbico) los
que promueven mayor proliferacién. El PU por si sdlo promueve una

mayor proliferacion celular.

El andamio 4 (PU + acido ascorbico) promueve la adherencia de células
a su superficie, mientras que en los otros andamios no se observa
adherencia celular. Se proyecta realizar estudios con diferentes
concentraciones de células y anélisis fisicoquimicos para evaluar las
propiedades de la superficie del andamio y en dado caso modificarlas

para promover, ademas de la proliferacion celular, la adhesién.
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6.3. DETERMINACION DEL POTENCIAL OSTEOINDUCTOR

Los andamios sintéticos hechos a base de poliuretanos (PU) no fueron
capaces de inducir a las CTMh hacia el linaje osteoblastico, este efecto
probablemente se deba a que los compuestos osteoinductores (B-
glicerolfosfato, dexametasona, y acido ascérbico) adicionados a PU no
lograron tener su efecto en las células. Probablemente la participacion
de estos andamios en la reparacién d6sea sea a través del proceso de
osteoconduccién. Para ello, se deben realizar pruebas sobre el alcance
que tienen los compuestos inductores de la diferenciaciéon osteoblastica

de los andamios en las células.
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Estimado Dr. Ambrosio Hernandez:

Me complace informarle que su proyecto ndmero 101-2012 “Efecto de la matriz 6sea
bovina sobre la diferenciacion de células madre mesenquimales a osteoblastos” ha sido
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